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細胞のマーカーで、ある Pax7 陽性細胞の比率が上がるようなストレス条件の検討を行ったD その結果、
long-term trypsin incubation (LTT) が両種共に最も Pax7 陽性細胞の割合を上昇させることが出来
た。特に、ヒト骨格筋を用いた検証においては、 LTT 処理を行うことで Pax7 陽性細胞の割合を約 30%
から約 80%まで上昇させることに成功し、さらに LTT 処理後の細胞集団の約 95%を骨格筋再生に携わ
る Pax7 もしくは MyoD 陽性細胞が占めていることが確認された。次に、 LTT による細胞への影響を確
認するために、 i11 vitro において LTT 後の Pax7 陽性細胞の増殖や多核の筋管細胞の形成を確認し
たD その結果、 LTT 後の Pax7 陽性細胞において細胞増殖マーカーで、あるKi67 が発現していること
や、培養から数日後において多核の筋管細胞が形成され、さらに最終分化段階の Myogenin を発現し
ていることが確認された。また、 111 げvo での検証では、 LTT 処理を行った細胞集団を損傷させたマウス
の筋組織へ移植したところ、移植細胞が損傷部位に生着し、損傷組織を修復していることが確認され
た。これらの結果から、本研究のストレス条件は幹細胞の持つ機能に影響を与えない濃縮方法であるこ
とが確認された。さらに、骨格筋幹細胞のストレス耐性に働く因子の解析を行ったところ、 LTT 後の Pax7

























long-tenn trypsin incubation (LTT) が最も Pax7 陽性細胞の割合を上昇させるストレス条件であることが示
された。特に、ヒト骨格筋を用いた検証においては、 L廿を行うことで Pax7 陽性細胞の割合を約 30%か
ら約 80%まで上昇させることに成功した。次に、 Lπ による細胞への影響を確認するために、的 vitro に
おいて LTT 後の Pax7 陽性細胞の増殖や多核の筋管細胞の形成を確認したところ、 Lπ 後の Pax7 陽性細
胞において細胞増殖マーカーである Ki67 が発現していることや、培養から数日後において最終分化段階




析を行ったところ、L口後の Pax7 陽性細胞の生存に small heat shock protein family の Hsp27 と αB・crystallin
が関与していることが示唆された。
本研究で確立した Lπ という新たな幹細胞の濃縮方法は、細胞が持つ本来の機能を失うことなく幹細
胞を濃縮できる手法であることが示された。 LTT は、幹細胞の特性であるストレス耐性に着目した濃縮
方法であるため、本研究で用いた骨格筋幹細胞以外に現在フローサイトメトリーを用いることができな
い組織幹細胞においても応用できる可能性が高く、未だに単離方法が特定されていない幹細胞の研究へ
の貢献が期待される画期的な研究であると言える。
よって、本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
口
。
門d
